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1．論文要旨 
本研究では，(+)-catechin に波長 400 nm の光を照射し，活性酸素種（reactive 
oxygen species：ROS）の生成および殺菌技術に応用できる可能性について評価
した。加えて光照射による(+)-catechin の酸化過程について精査した。濃度 1 
mg/ml の(+)-catechin への光照射により，過酸化水素（H2O2）だけでなくヒドロ
キシルラジカル（･OH）も，10 分間で合計約 20 µM 生成された。その結果，光
照射された(+)-catechin は Staphylococcus aureus を殺菌し，20 分以内で 5-log 以上
の生菌数の減少を認めた。光照射のみでも殺菌作用を示したが，生菌数の減少
は，2-log 程度であった。液体クロマトグラフィー高分解能エレクトロスプレー
イオン化質量分析（liquid chromatography high resolution electrospray ionization 
mass spectrometry：LC-HR-ESI-MS）の結果から，光照射によって(+)-catechin（分
子式 C15H14O6）のピークが減少し，その間に分子式 C15H12O6の二つのピークが
増加することが分かった。核磁気共鳴（Nuclear magnetic resonance：NMR）分析
により，その C15H12O6 の二つのピークは，分子内環化生成物であること，さら
にケト・エノール互変異性体であることが判明した。これらの結果から，光照
射が(+)-catechinの酸化を引き起こすとともに酸素の還元を介してH2O2が生成さ
れ，H2O2が等方性に分裂し･OH になること，そして(+)-catechin は最終的に 2 種
類の分子内環化生成物に変化するということが示された。最終的に生成された 2
種類の分子内環化生成物は，カテキンの自動酸化に関するこれまでの報告で提
案されてきた，B 環がキノン構造を示す化合物とは異なった。 
以上，本研究により(+)-catechin への光照射が殺菌作用を及ぼすのに十分な酸
化促進作用を持っていること，そしてそれがこれまで提案されてきたカテキン
類の自動酸化の過程と異なる独自の光酸化の過程を示すことが明らかとなった。 
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2．緒言 
ポリフェノール系化合物はその抗酸化作用が広く知られている（1-3）。ポリフ
ェノール系化合物の抗酸化作用はフェノール性水酸基が自動酸化することで引
き起こされ（4, 5），それが，スーパーオキシドアニオンラジカル（O2-･）や･OH
といったフリーラジカルに対するラジカル消去作用につながっている。抗酸化
作用の他に，ポリフェノールは酸化促進作用も示すことが知られている。これ
は，ポリフェノール由来の活性酸素種（ROS）に媒介される作用である。ポリ
フェノールの酸化促進作用もまたフェノール性水酸基が自動酸化することで引
き起こされると推定されていることから，ポリフェノール系化合物の抗酸化作
用と酸化促進作用は表裏一体の関係ととらえることができる（6）。ポリフェノ
ールの酸化促進作用の特徴的な一つの例として，カテキンの抗菌作用が挙げら
れる。これは，カテキンの酸化を介して生成された H2O2による作用である（7）。
抗菌作用の他に，ポリフェノールの酸化促進作用は抗がん作用にも応用されて
いる。植物ポリフェノールの重要な抗がん作用のメカニズムは，細胞内の遷移
金属である銅により促進されるポリフェノールの酸化を介した ROS 生成であり，
がん細胞を死へと導く（8）。例えばカテキンを例にとると，図 1 で示すように，
自動酸化の第一ステップでは，カテキンの B 環の一電子酸化によりセミキノン
中間体や O2-･が生成され，その後セミキノン中間体からキノンが形成されると
ともに，O2-･は H2O2へと還元される（7, 9-11）。 
我々の研究室では，これまで人工的に生成された･OH を用いて，病原性の真
菌や細菌に対する新しい殺菌技術を開発してきた（12, 13）。この方法では，･OH
が，細菌の細胞膜や核酸などを酸化させることで殺菌作用を及ぼす。･OH 生成
系として H2O2の光分解を用いる場合には殺菌効果は光照射時間に依存する。換
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言すると･OH 生成量に依存して殺菌されることを示している。そこで，我々は
ポリフェノールの酸化促進作用と H2O2の光分解を結び付けることにより，ポリ
フェノールの光酸化を介した効果的な殺菌法を考案した（14-16）。すなわち，ポ
リフェノール水溶液を青色可視光に暴露してポリフェノールの酸化を促進する
ことで効率的に H2O2を生成させ，さらにそれを･OH に光分解させる。そして，
この･OH が細菌に酸化的ダメージを与えて殺菌するという機構である。ポリフ
ェノールの光酸化を用いることには様々な利点がある。例えば，光の出力を調
整することにより･OH の生成量をコントロールできること，光源を消せば･OH
の生成はただちに終了すること，･OH の残留毒性は･OH の寿命が非常に短いこ
とにより無視できること，などが挙げられる。カテキンの酸化促進作用の場合
には，H2O2の生成量は溶液の pH に依存し，特に pH の上昇とともに生成量が増
加することが報告されている（7）。しかしながら，これまでのポリフェノール
への光照射を用いた研究では，pH を調整しておらず，ポリフェノール溶液の pH
は＜7.0 であった（14-16）。これらの報告から，酸性条件下においても，光照射
によりポリフェノールの酸化が促進されることが示唆されたが，ポリフェノー
ルの光酸化過程はこれまで明らかにされていない。 
 上記のように，これまでポリフェノールの中でもカテキンの酸化促進作用に
ついて多くの報告があるため（7, 9-11, 17），本研究ではポリフェノールとして
(+)-catechin を選択し，ROS 生成や殺菌作用に加え，その光酸化過程を明らかに
することを目的とした。 
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3．材料と方法 
3.1 試薬 
(+)-catechin は東京化成工業（東京），5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide（DMPO）
は Labotec 社（東京），カタラーゼ（ウシ肝臓由来）および過酸化水素水は和光
純薬工業（大阪），4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine N-oxyl（TEMPOL）は，
Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）より購入した。 
 
3.2 光源 
光源として，波長 400 nm の LED（NHH105UV, Lustrous Technology, Shiji, 
Taiwan）を装着した実験装置を使用した。出力測定装置（FieldMate, Coherent, Santa 
Clara, CA, USA）を用いて LED の出力を 400 mW に調整し，LED 光源から 15 mm
の距離で出力 130 mW/cm2になるように設定した。サンプルは，透明なプラスチ
ックキュベット入れて，LED 実験装置に設置し，LED 照射はプラスチックキュ
ベットの両側から行った（総放射照度：260 mW/cm2）。 
 
3.3 H2O2の比色分析および ･OH の電子スピン共鳴（ESR）分析 
(+)-catechin は，pH 調整せずに純水に溶解し，1 mg/mL の水溶液とした。水溶
液の pH 測定には，pH メーター（SevenGo Duo, メトラー・トレド, 東京）を pH 
7, 4, 9 の標準液で 3 点校正し使用した。サンプルを 3 回調製し，1 サンプルあた
り 3 回の測定を実施した結果，pH は約 5.4 であった。500 μL の(+)-catechin 水溶
液（1 mg/mL）をプラスチックキュベットに入れ，2.5, 5, 10 および 20 分間光照
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射を行った。光照射後ただちに xylenol orange を用いた FOX 法（18）で H2O2濃
度を測定した（n = 3）。これは，H2O2により Fe2+が Fe3+へと酸化され，生成され
た Fe3+と xylenol orange の反応物を比色法で測定することで，間接的に H2O2の
濃度を測定する方法である。さらに，比色法による H2O2 検出に加えて Amplex 
Red/horseradish peroxidase assay（19）を用いた蛍光法により，H2O2生成量を測定
した（n = 3）。生成された H2O2がカタラーゼと酵素反応を起こすかどうか確認
するために，500 μL の(+)-catechin 水溶液（1 mg/mL）に対して 20 分間光照射し
た後，500 μL の 0.1 M Na-K リン酸緩衝液（PB, pH 7.4）もしくはカタラーゼ水
溶液（5000 U/mL in 0.1 M PB）を加え，FOX 法で H2O2濃度を測定した（n = 4）。 
 (+)-catechin への光照射により生成された･OH の分析は，電子スピン共鳴
（electron spin resonance：ESR）スピントラップ法を用いて行った（20）。483 μL
の(+)-catechin 水溶液と 17 μL の DMPO をプラスチックキュベット内で混合し，
(+)-catechin と DMPO の最終濃度がそれぞれ 1 mg/mLおよび 300 mM になるよう
に調製した。次に，サンプルに対して 0, 9, 19, 38, 75, 150, 300 および 600 秒間光
照射を行った。照射後，サンプルを ESR 測定用の扁平型石英セルに移し，X-band 
ESR spectrometer（JES-FA-100, 日本電子, 東京）を用いて ESR スペクトルを記
録した（n = 3）。X-band ESR spectrometer の設定を以下に示す：磁場，331.89–341.89 
mT；磁場変調，100 kHz；磁場変調幅，0.1 mT；アンプ（増幅比），200；掃引時
間，2 min；応答時間，0.03 s；周波数，9.420 GHz；出力，4 mW。生成したスピ
ントラップ（DMPO-OH, DMPO と･OH のスピン付加体）の濃度は，得られたス
ペクトルを内部標準物質マンガン（Ⅱ）のスペクトルで補正した後，標準液とし
て用いた 2 µM TEMPOL のスペクトルを基準にして計算した。 
 加えて，光照射開始 150 秒後には DMPO-OH の生成量がプラトーに達したた
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め，･OH が 150 秒以降の光照射中にも生成され続けているかどうか確かめる目
的で次の実験を行った。483 μL の(+)-catechin 水溶液に対して 600 秒間の光照射
を行った後に，17 μL の DMPO（8.9 M）を加えて，(+)-catechin と DMPO の最終
濃度がそれぞれ 1 mg/mL および 300 mM になるように調製した。DMPO を加え
た直後にサンプルに対してさらに 150 秒間光照射を行った後に，上述の条件で
ESR 分析を行った（n = 3）。 
 
3.4 水の超音波分解により生成された DMPO-OH に対する，光照射(+)-catechin
の影響 
超音波発生装置は，以前他の研究で用いたもの（21）と同じ装置を用いた。
実験装置の図および実験の概略を図 2 に示す。超音波の出力は 30 W，周波数は
1.65 MHz とした。サンプルを入れたガラス管（直径 15 mm, 長さ 85 mm）を装
置に装着し，装置の底にある変換器から超音波照射を行った。水槽の温度は 24 ± 
1°C に調整した。10 mM DMPO を含む純水 500 μL に 15 秒間超音波照射を行っ
た。その後プラスチックキュベット内に，照射されたサンプル 250 μL に同量の
(+)-catechin 水溶液（2 mg/mL）を加えて光照射を 0-150 秒間行った。光照射後直
ちに，上述の条件での ESR 分析により DMPO-OH の検出を行った（n = 3）。 
 
3.5 殺菌試験 
本研究では，細菌として S. aureus JCM 2413 株（理研微生物材料開発室, 和光
市）を使用した。試験菌液は，brain heart infusion（BHI）寒天（Becton Dickinson 
Labware, Franklin Lakes, NJ, USA）培地上で好気的に 37°C で一晩培養した菌を滅
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菌生理食塩水に懸濁して作製した。プラスチックキュベット内で，450 µL の
(+)-catechin 水溶液もしくは純水と 50 µL の細菌懸濁液を混合し，(+)-catechin と
S. aureus の最終濃度がそれぞれ 1 mg/mL および 107 colony forming units（CFU）
/mL となるよう調製した。その後，サンプルに対し，2.5, 5, 10 および 20 分間光
照射を行った。光照射後，生成する H2O2の影響を打ち消す目的で，50 µL のサ
ンプルに等量の滅菌カタラーゼ溶液（5000 U/mL phosphate buffer [pH 7.4]）を加
えた。滅菌生理食塩水を用いて，混合液の 10 倍希釈系列を作製し，10 µL ずつ，
希釈液を BHI 寒天培地へ播種した。寒天培地を上述の条件下で 2 日間培養した
後，その生菌数を計測し CFU/mL を算出した（n = 3）。それに加えて，光照射に
対するコントロールとして，サンプルを 2.5, 5, 10 および 20 分間遮光下に置いた
ものを用い，同様の手順で実験を行った（n = 3）。 
 (+)-catechin の光照射による殺菌作用が･OH によるものなのかどうか調べるた
め，反応混合物にチオ尿素を加えて実験を行った。チオ尿素は，真核生物と原
核生物どちらにおいても，･OH 消去剤として働くことで，･OH による障害を軽
減することが知られている（22-25）。425 μL の(+)-catechin，50 μL の S. aureus 懸
濁液，そして 25 μL のチオ尿素を含む反応混合物を，最終濃度が(+)-catechin は 1 
mg/mL，菌は 107 CFU/mL，チオ尿素は 150 mM となるように調製した。その後，
サンプルに対して 10 分間光照射し，上述と同様に培養試験を行い，CFU/mL を
算出した（n = 3）。 
 また，(+)-catechin の光照射により生成された H2O2自体による殺菌作用への関
与の可能性を調べるために，50 あるいは 100 μM H2O2へ菌（107 CFU/mL）を 20
分間暴露させた後，同様に CFU/mL を求めた（n = 3）。 
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3.6 光照射(+)-catechin に対する，LC-ESI-MS 分析，NMR 分析およびその他の
機器分析 
500 μL の(+)-catechin 水溶液（1 mg/mL）をプラスチックキュベットに入れて，
0, 1, 2 および 4 時間光照射を行った。フィルター（polyvinylidene difluoride; pore 
size, 0.2 μm）でろ過後，液体クロマトグラフィー装置（Agilent 1200 series, Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA）に連結した質量分析装置（QSTAR ESI 
quadruple time-of-flight mass spectrometer, AB Sciex; Framingham, MA, USA)のエレ
クトロスプレーイオン化室へサンプルを注入した。クロマトグラフィーによる
分離は，40°C の条件下で，分析カラム（Inertsil ODS-4, 3.0 × 250 mm, ジーエル
サイエンス, 東京）を用いて行った。グラジエント溶出には，溶媒 A として 0.1%
ギ酸＋水を，溶媒 B として 0.1%ギ酸＋メタノールを使用し，30 分間で溶媒 B
を 5%から 100%にした。流速は 0.5 mL/min，注入量は 5 μL，検出はフォトダイ
オードアレイ検出器を用いて 254 nm 波長で行った。ESI/MS は 100-2000 Da の
m/z 範囲において，以下の設定で 30 分間記録した：イオンスプレー電圧 = 5500 
V，ソースガス = 50 L/min，対向流ガス = 30 L/min，declustering potential = 50 V，
focusing potential = 250 V，温度 = 450°C，検出電圧 = 2300 V。LC/MS 分析は，
高分解能 ESI-MS（R ≥ 10,000; 質量精度許容誤差 = 5 ppm）を用いて行った。 
 光照射(+)-catechin水溶液のクロマトグラフ分離を，ODSカラム（Intertsil ODS-4, 
14 × 250 mm, ジーエルサイエンス, 東京）を使用して流量 7 mL/min で行ったこ
とを除いて上述と同じ条件で行い，NMR 分析のためのサンプルを回収した。m/z 
289.07（[M+H]+, 分子式 C15H12O6）の 2 つのピークから集めたサンプルを濃縮
し真空中で乾燥した。NMR 分析装置として Varian XL-400（Varian, Palo Alto, CA, 
USA）を使用し，1H-NMR 測定は 400 MHz，13C-NMR 測定は 100 MHz で行い，
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溶媒は CD3OD または dimethyl sulfoxide (DMSO)-d6を用いた。 
 赤外分光スペクトル（KBr）は Horiba FT-710 フーリエ変換赤外分光光度計
（Fourier transform Infrared spectrometer：FTIR）を用いて計測した。紫外分光ス
ペクトルは，Hitach U-2810 分光光度計を用いて計測した。旋光性は JASCO model 
DIP-1000 旋光計を用いて測定した。 
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4．結果 
4.1 H2O2の比色定量および･OH の ESR 分析 
 (+)-catechin 水溶液（1 mg/mL）への波長 400 nm の光照射により，光照射時間
依存的に H2O2が生成された（図 3a）。それに対し，遮光条件下では最大 20 分間，
H2O2はほとんど生成されなかった（図 3a）。光照射による H2O2生成量の平均値
は，光照射時間 2.5, 5, 10 および 20 分間でそれぞれ 14, 18, 29 および 50 µM であ
った。比色法（18）による H2O2検出に加えて，Amplex Red/horseradish peroxidase 
assay 蛍光法（19）でもほぼ同量の H2O2生成量を確認した（図 3b）。 
 (+)-catechin水溶液に 300 mMのDMPOを添加し，400 nmの光を照射した時の，
DMPO-OH（超微細結合定数 aN = aH = 1.49 mT）を測定した。DMPO-OH の量は，
150 秒までは照射時間とともに増加し，150 秒から少なくとも 600 秒まではプラ
トーであった（図 3c）。･OH が光照射中連続的に生成されているかを確認するた
めに，(+)-catechin に 600 秒光を前照射した後に，300 mM の DMPO を加えてさ
らに 150 秒間光照射したところ，前照射なしの場合と同等の DMPO-OH 生成を
確認した。（図 3c） 
比色法（18）により確認できた H2O2は，カタラーゼによりほぼ完全に除去さ
れることを確認した（図 4）。 
 
4.2 水の超音波分解により生成された DMPO-OH に対する，光照射(+)-catechin
の影響 
(+)-catechin の光照射により生成された DMPO-OH が，光照射中に変性減衰し
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ているかどうか調べるために，水の超音波分解により生成した DMPO-OH に対
して，(+)-catechin の存在下で光照射を行った。20 mM DMPO を含有した純水に
対し 15 秒間超音波を照射したところ，約 3 µM の DMPO-OH が生成した。この
超音波照射された純水 250 µL と(+)-catechin 溶液（2 mg/mL）250 µL を混合し（最
終濃度：1 mg/mL (+)-catechin, 1.5 µM DMPO-OH および <10 mM DMPO），光照
射を行った。図 5a に示すように DMPO-OH の ESR シグナルは，光の照射時間
依存的に減少した。図 5b は，(+)-catechin の光照射により得られた DMPO-OH の
減衰曲線を示し，150 秒の照射では DMPO-OH は検出できなくなった。図 5c で
は，各照射時間で ln(DMPO-OH)をプロットした。その結果，(+)-catechin の光照
射による DMPO-OH の減衰反応は，速度定数（k1）0.0203 /s および半減期（t1/2）
34.1 s の一次反応であり，DMPO-OH は変性あるいは分解により ESR silent にな
っていることが判明した。計算式は，t1/2 = (ln2)/k1となるが，その詳細は考察で
述べる。10 mM DMPO を含む 1mg/mL (+)-catechin 溶液に対し 150 秒間光照射を
行っても DMPO-OH は検出されなかった（図 6a）。加えて，(+)-catechin のみお
よび光照射のみのいずれの場合も，水の超音波分解で得られた DMPO-OH 量に
は影響を及ぼさないことは確認した（図 6b-6d）。 
 
4.3 殺菌試験 
S. aureus に対する殺菌試験の結果を図 7 に示す。遮光下で 2.5, 5, 10 および 20
分間放置した条件では，純水でも(+)-catechin 水溶液でも，殺菌効果はほとんど
得られなかった。光照射のみでは，わずかに殺菌作用を示した（照射時間 10 分
および 20 分でそれぞれ 1.5-log および 2.3-log の生菌数の減少を認めた）。
(+)-catechin 水溶液に光照射した場合には，照射時間に応じて効果的に殺菌した
14 
 
（照射時間 10 分および 20 分でそれぞれおおよそ 3-log および 5-log 以上の減少
を認めた）。 
･OH 消去剤であるチオ尿素を用いてその効果を検証したところ，(+)-catechin
への光照射による殺菌作用は顕著に減弱した（図 8）。 
 50 あるいは 100 μM H2O2への菌の 20 分間暴露では，まったく殺菌効果は得ら
れなかった（図 9）。 
 
4.4 光照射(+)-catechin に対する LC-ESI-MS および NMR 分析 
代表的な液体クロマトグラフィーの結果と，質量分析の結果を図 10 に示す。
peak 2 が照射時間とともに減少するのに付随して，peak 1 と peak 3（HR-ESI-MS
による分子式 C15H12O6）の二つのピークが増加した。peak 2 の[M+H]+ m/z は
291.0863-291.0876であり（C15H15O6から算出される[M+H]+ m/z 291.0869に相当），
peak 1 と peak 3 はそれぞれ 289.0716-289.0719 および 289.0727-289.0730 
（C15H13O6から算出される[M+H]+ m/z 289.0712 に相当）であった。peak 1 と peak 
3 の，1H および 13C NMR のデータをそれぞれ表 1 および 2 に示す。 
 peak 3 において，1H NMR データは，酸化 sp3メチンプロトンおよび，4 つの
sp2メチンプロトン，そしてメチレン基の存在を示している（図 11, 12）。13C NMR
スペクトルは 15 個の炭素の共鳴を示しており（図 13, 14），それらは CD3OH を
用いた δc 192.7 における heteronuclear multiple quantum correlation（HMQC）スペ
クトルにより，4 つの酸化四級炭素を含む 10 個のオレフィン炭素と，2 つの sp3
メチン炭素，1 つの sp3四級炭素，1 つの sp3メチレン炭素，1 つのカルボニル炭
素に分類される（図 15）。図 16 に示すように，1H–1H correlation spectroscopy
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（COSY）（図 17, 18）により，C-2/C-4 における 1 つの部分的構造の存在が明ら
かとなった。それぞれの環は，以下の heteronuclear multiple bond coherence
（HMBC）（図 19, 20）を用いた相関関係により特定した。溶媒 CD3OD を用いた
分析では，A 環は H-6 から C-5 および C-10；H-8 から C-6，C-7，C-9，C-10：B
環は H-2 から C-3，C-4，C-9；H-3 から C-1’；H-4 から C-2，C-3，C-9，C-10，
C-6’：C 環は H-2’から C-3’，C-4’，C-6’；H-5’から C-1’，C-4’，C-6’。A，B，C
環の結合は H-6 から C-10；H-8 から C-9，C-10；H-2 から C-9，C-2’；H-2’から
C-2，C-6’；H-5’から C-10，C-1’の HMBC 相関関係により確定した（図 16）。 
peak 1 において，1H NMR データは，2 つの酸化 sp3メチンプロトン，3 つの
sp2メチンプロトンおよびメチレンの存在を示している（図 21, 22）。13C NMR ス
ペクトルでは 13 個の炭素の共鳴を示しており（図 23, 24），HMQC スペクトル
により，4 つの酸化四級炭素を含む 9 個のオレフィン炭素と，2 つの sp3メチン
炭素，1 つの sp3四級炭素，1 つの sp3メチレン炭素，1 つのカルボニル炭素に分
類される（図 25）。図 16 に示すように，1H–1H COSY（図 26, 27）により，C-2/C-4
における 1 つの部分的構造の存在が明らかとなった。B および C 環の構造は，
以下の HMBC（図 28, 29）を用いた相関関係により特定した：B 環は H-2 から
C-3，C-4，C-9，C-1’；H-4 から C-3，C-5，C-10，C-6’：C 環は H-2’から C-4’，
C-6’；H-5’から C-1’，C-3’，C-4’，C-6’。B および C 環の結合は，H-2 から C-2’；
H-2’から C-2，C-6’；H-5’から C-10，C-1’，C-6’の HMBC 相関関係により導いた
（図 16）。しかしながら，表 1，図 22 および 29 に示すように，peak 1 の構造を
解明することは，NMR のシグナルが微弱であったため，特に A 環において困難
であった。互変異性のせいで 6 および 7 位の炭素におけるシグナルが欠如した
と考えられる。peak 1 と 3 のサンプルを LC により単離し，4°C で 7 日間保存し
たところ，LC により得られたサンプルのうちの 1 つに，もう一方のサンプルの
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ピークが存在することが明らかとなった（図 30）ことから，2 つの化合物は常
に平衡状態にあることが示された（図 31-33）。図 16 に示す通り，peak 1 の構造
は ， peak 3 お よ び 既 報 （ 26 ） に 示 さ れ て い る
2,4’,5’,12-tetrahydroxy-9,10-benzo-7-oxatricyclo[6.2.2.01,6]dodeca-2,5,9-trien-4-one
（以下，光酸化生成物と呼ぶ）の NMR スペクトルとの比較により解明した。光
酸化生成物とは，40°C の条件下で蛍光ランプを 10 日間照射することにより，
(+)-catechin と 2,2’-azobis（2-methylpropionitrile）がラジカル反応し，生成された
化合物である。この光酸化生成物の物理化学的な性質は peak 1 と驚くほど類似
している（表 3）。最終的に，この光酸化生成物の完全な形状は，X 線結晶構造
解析により決定されている（26）。peak 1 の完全な形状は，その旋光性が一致し
ており，光酸化生成物とよく類似した。加えて，これら 2 つの環状化合物はメ
チンおよびメチレンを含むが，メチル基は含まれない。ゆえに，peak 1 のプロト
ンを持った炭素に関しては十分なHMQCスペクトルを得ることができた（図34）。
従って，生成された環状化合物はケト・エノール互変異性体であると結論した。 
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5．考察 
本研究では，(+)-catechin へ光照射することで強力な酸化作用が得られること
が確認された。具体的には S. aureus に対し，20 分で 5-log 以上の生菌数減少を
認めた。ROS の分析により，(+)-catechin への光照射で･OH と H2O2が生成され
ることが示された。ROS については，･OH 消去剤であるチオ尿素の使用により
殺菌効果が著しく減弱したこと（図 8），および生成相当量あるいはそれ以上で
ある 50 および 100 μM H2O2へ 20 分間暴露してもまったく殺菌効果が得られな
かったこと（図 9）から，H2O2ではなく･OH の酸化作用が殺菌作用の中心的役
割を担っていることが示唆された。これは，これまでの報告と一致する（14-16, 
20, 27, 28）。･OH 以外では二つの環状化合物（Peak 1 および 3）が殺菌作用を及
ぼしている可能性はあるが，(+)-catechin への光照射よる殺菌効果はチオ尿素で
ほぼ完全に消失したことから，本研究においてはその殺菌効果はあったとして
もそれほど強いものではないと考えている。H2O2の生成量は 20 分まで光照射時
間依存的に増加し続けたのに対し，DMPO-OHとして表される･OHの生成量は，
150 秒までは光照射時間依存的に増加したが，それ以降はプラトーに達した。こ
こで，プラトーに達した理由を考察する。我々の研究グループでは数十 µM の･
OH であれば 300 mM の DMPO で完全にトラップできることを検証している
（29）。事実，本研究よりも･OH 生成量が多い過去の報告（13）においても，300 
mM DMPO で･OH が十分にトラップされていることが示されている。従って，
本研究で生成するレベルの･OH に対しては，300 mM DMPO で完全にトラップ
されていると考えられる。以上を踏まえ，DMPO を添加せずに(+)-catechin に対
して 600 秒間事前照射を行っても，その後に DMPO を添加して引き続き 150 秒
間光照射を行った際の DMPO-OH の生成量には全く影響を及ぼさなかったこと
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から，･OH は光照射によって少なくとも 600 秒間は生成され続けていることが
検証された。初めの 19 秒間，光照射時間に比例して DMPO-OH が生成されてい
るとして，その19秒間のDMPOの量をもとにして計算すると，10分間で約20 µM
の･OH が生成される計算になる。従って，･OH が生成されているのに DMPO-OH
が増加しない理由として，DMPO-OH が，新しく生成された･OH もしくは
(+)-catechin の光酸化に関連した ROS により，ESR では検出されない化合物へと
変性あるいは分解していることが想定される。この仮説を検証するために，
(+)-catechin への光照射により DMPO-OH が減衰するかどうかを調べた。水の超
音波分解で生成した DMPO-OH に(+)-catechin 存在下で光照射すると，DMPO-OH
は照射時間依存的に減少し，150 秒後には検出不可能なレベルになった。我々の
以前の研究で，(+)-catechin への光照射により生成する DMPO-OH は少なくとも
10分間は安定であることは確認していることから（20），DMPO-OHは(+)-catechin
への光照射の過程で ESR では検出されない化合物へと変性あるいは分解してい
ることが示唆された。すなわち，以下の反応（i）が起こっていることが考えら
れた。（i）は，v = －d[DMPO-OH]/dt = k1[DMPO-OH]と表すことができる（v は
DMPO-OH の減衰速度および k1は１次反応速度定数を示す）。 
[DMPO-OH]     [ESR silent compound]         （i） 
－d[DMPO-OH]/dt = k1[DMPO-OH]                  （ii） 
そこで（i）を方程式（ii）の形で表し，方程式（iii）に変換して積分すると，方
程式（iv）が得られる（[DMPO-OH]0は[DMPO-OH]の照射前の濃度を示す）。 
     －d[DMO-OH]/[DMPO-OH] = k1dt              （iii） 
   ln([DMPO-OH]/[DMPO-OH]0 ) = －k1t          （iv） 
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実際に図 5c に示すように照射時間に対し ln[DMPO-OH]をプロットすると傾き−
0.0203 の直線が得られたことから，DMPO-OH の減衰は k1 = 0.0203 の一次反応
であることが確認された。そして方程式（iv）から，[DMPO-OH]に[DMPO-OH]0/2
を代入し半減期（t = t1/2）を求めると，34.1 秒となった。このように，DMPO-OH
は(+)-catechin への光照射により，指数関数的に変性・崩壊していることが示唆
され，その反応は，次の指数関数で表される。 
[DMPO-OH] = [DMPO-OH]0･e-k1t 
 カテキンの自動酸化に関しては，その進行は pH 依存的であると報告されてい
る（10）。この研究では，pH 依存性は単純にフェノール基の酸解離定数（pKa）
から説明できるものではなく，フェノール基の酸化と同時に起こる酸素分子の
一電子還元により生成された O2-･がさらにカテキンの酸化を促進するため，O2-･
の安定性も考慮する必要が示されている。そして，pH の上昇に伴い O2-･の安定
性も上昇するため（30），O2-･の安定性上昇は自動酸化の pH 依存性と関連性が
あると考えられている。本研究では，1 mg/mL カテキン水溶液の pH は 5.4 であ
り，このような低い pH 条件下では自動酸化は促進されないため，20 分間では
微量の H2O2しか生成されなかったと考えられる。それとは対照的に pH 未調整
の(+)-catechin 水溶液が 20 分で 50 μM の H2O2を生成したことは，酸性条件下に
おいても光子エネルギーが(+)-catechin のフェノール基の酸化を促進しうること
を示している。このことは，カテキンの自動酸化と光酸化における大きな違い
の一つである。 
 これまでにポリフェノールの光酸化機構について，ポリフェノールの構造や
立体配置的変化の明確な報告はない。本研究における(+)-catechin への光照射に
対する LC/MS 分析によると，(+)-catechin のピーク m/z 291.07（[M+H]+, 分子式
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C15H14O6）は時間依存的に減少し，同時に m/z 289.07（[M+H]+, 分子式 C15H12O6）
の二つのピークが増加した。その後の NMR 解析によりその二つのピークは，酸
化された(+)-catechin から変化した，分子内環化誘導体であることが明らかとな
った。カテキンの自動酸化の場合には，(+)-catechin の B 環が酸化されて，セミ
キノンを経てキノンとなり，O2-･の生成を経由して H2O2を生成することが想定
されている。リンゴの酵素的褐変がポリフェノールオキシダーゼ（PPO）と，そ
の基質としてのポリフェノールにより引き起こされることはよく知られている。
図 35 に示すように，ポリフェノールと PPO が接触することで，酸素存在下での
PPO の働きによりポリフェノールが酸化されてキノンが生成され，引き続いて
そのキノンが自動的に重合し，茶褐色のポリマーとなる（31）。そのように，こ
れまで仮定されてきたカテキンの自動酸化の過程のみならず（10, 11），PPO を
介したカテキンの酵素的酸化もまた，最終生成物はキノンである。すなわち，
本研究により，二つの分子内環化誘導体が(+)-catechin の光酸化の最終生成物と
して同定されたことで，(+)-catechin の光酸化は，自動酸化，酵素的酸化という
二つの反応とは異なるものであることがはっきりと示された。この(+)-catechin
の 光 酸 化 で 誘 導 さ れ る 新 し い 分 子 内 環 化 誘 導 体 で あ る
2,4’,5’,12-tetrahydroxy-9,10-benzo-7-oxatricyclo[6.2.2.01,6]dodeca-2,5,9-trien-4-one に
ついての文献を検索したところ，関連文献が一報あった（26）。この文献による
と，この化合物はラジカル開始剤である 2,2’-azobis（2-methylpropionitrile）と
(+)-catechin を酢酸エチル:メタノール（8:2）に溶解し，40℃で 10 日間蛍光ラン
プ（30 W x 2）を照射することにより分離・精製されている。NMR 解析によっ
て，(+)-catechin の B 環と C 環は維持されたまま，B 環の 6’-位の炭素上に置換基
が位置していることが明らかとされている。本研究の NMR 解析結果および他の
解析に基づいて，(+)-catechin への光照射により分子内環化誘導体が形成される
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反応経路（図 31），そしてケト・エノール互変異性体の存在を仮定した。環化が
B 環を起点に進行することに関しては，これまでの報告（7, 9-11）のように，特
に B 環のジヒドロキシル基（カテコール分子）の電子供与性が，他の 2 つの環
に比べてより高いことによると推察している。C-C 結合形成は不可逆性であるこ
とを考えると，光照射中に生成された B 環の一電子酸化生成物がさらに･OH に
より攻撃（酸化）されることで最終的により安定な C-C 結合生成物になること
を可能性の一つとして想定している。 
我々の研究室では，これまでH2O2の光分解で人工的に生成した･OHを用いて，
病原性の真菌や細菌に対する新しい殺菌技術を開発してきた（12, 13）。そして，
この殺菌技術を用いた歯周病治療機器を開発し，歯科治療への応用を目指して
いる。これまでその治療器を用いて行った治験で，従来の治療法に比べて歯周
ポケット内の細菌数を有意に減少させることに成功している（32）。その発端と
なった各種病原性細菌に対する殺菌作用の検討を行った基礎研究において，S. 
aureus は，侵襲性歯周炎の原因菌である Aggregatibacter actinomycetemcomitans
よりも･OH に対する抵抗性が高いことが示されていることから（13），本研究で
は S. aureus を供試菌として用いた。S. aureus に対して (+)-catechin の光酸化は
強力な殺菌作用を発揮したことから，本法は歯周病治療技術をはじめとした歯
科臨床に応用できる可能性があると考えている。緒言でも述べたように，ポリ
フェノールの光酸化を用いることには様々な利点がある。例えば，光の出力を
調整することで･OH の生成量をコントロールできること，光源を消せば･OH の
生成はただちに終了すること，･OH の残留毒性は･OH の寿命が非常に短いこと
により無視できること，などである。さらに，この技術を治療に応用する場合，
ポリフェノールは光照射停止後も残留するが，その抗酸化作用（4, 5）や細胞保
護作用（33）により，治療後に損傷した組織修復の亢進が期待できる。ただし，
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本法を歯科臨床に応用するに当っては，以下の問題点も考慮する必要がある。
(+)-catechin の光酸化最終生成物の性質に関しては，過去の関連論文（26）にも
全く記載されておらず，現時点では不明である。自動酸化や酵素的酸化の生成
物（キノン）と異なり食経験もないため，その生体毒性の有無も不明であるこ
とから，局所刺激性や変異原性などの検討を行い，生体毒性に関する情報を収
集する必要がある。 
これまで，ポリフェノールの光酸化過程は明らかにされていなかったが，本
研究により，(+)-catechin の光酸化過程が明らかとなった。これにより光照射に
より誘導されるカテキン類の酸化促進作用の過程で生成する化合物は従来想定
されていたB環のキノン構造とは異なることが強く示唆された。しかしながら，
その化合物の性質はまだ明らかにされていない。今後，(+)-catechin の光酸化を
用いた殺菌技術の生体に対する安全性の検証方法を考案したい。それが臨床的
な殺菌技術として歯科治療への応用に繋がる一助となり，治療効率の向上およ
び患者の歯科疾患罹患率の減少に貢献することを期待する。 
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6．結論 
 (+)-catechin に対して波長 400 nm の光を照射することで，H2O2や･OH などの
ROS を生成し，殺菌作用を及ぼすのに十分な酸化促進作用を示すことが明らか
となった。さらにその光酸化の反応過程が，これまで提唱されてきたカテキン
の自動酸化や酵素的酸化の過程とは異なることが示された。NMR 解析の結果か
ら，(+)-catechin の光酸化最終生成物は，B 環のキノン体ではなく分子内環化誘
導体であること，さらにケト・エノール互変異性体であることが判明した。 
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9．表および図 
 
表 1 peak 1 化合物の NMR 解析結果 
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表 2 peak 3 化合物の NMR 解析結果 
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図 1 カテキン類の自動酸化の反応過程（仮定）（7, 9-11, 17） 
好気的，加熱，pH＞7 という条件で起こりやすい。同時に ROS が生成される。 
 
 
 
 
 
図 2 超音波発生装置を使用した実験の流れ 
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a)                                    b) 
c) 
 
図 3 (+)-catechin への光照射により生成された ROS の測定 
a) 2.5–20 分間の光照射もしくは遮光条件下で(+)-catechin（1 mg/mL）から生成
された H2O2量（FOX 法） 
各値は平均値を示す（n = 3） 
Tukey-Kramer の多重比較検定法で解析 
異なるアルファベット間で有意差あり（p<0.05） 
b) 0–20 分間の光照射で(+)-catechin（1 mg/mL）から生成された H2O2量（Amplex 
Red/horseradish peroxidase assay） 
各値は平均値および標準偏差を示す（n = 3） 
Tukey-Kramer の多重比較検定法で解析 
異なるアルファベット間で有意差あり（p<0.05） 
c) (+)-catechin（1 mg/mL）に対し，0–600 秒間光照射したときの･OH 生成量（●）
と，5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide（DMPO）を添加せずに 600 秒間光を前照
射した後に DMPO を加えて 150 秒間光照射したときの･OH 生成量（●） 
各値は平均値および標準偏差を表す（n = 3） 
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図 4 (+)-catechin への光照射により生成された H2O2に対するカタラーゼの影響 
Group 1: (+)-catechin（1 mg/mL）500 μL を 20 分間遮光条件下で静置 
Group 2: (+)-catechin（1 mg/mL）500 μL に対して 20 分間光照射 
Group 3: (+)-catechin（1 mg/mL）500 μL に対して 20 分間光照射後，リン酸緩衝
液（PB, pH 7.4）500 μL 添加 
Group 4: (+)-catechin（1 mg/mL）500 μL に対して 20 分間光照射後，カタラーゼ
（5000 U/mL in PB）500 μL 添加 
各値は平均値および標準偏差を表す（n = 4） 
Welch の t 検定法で解析 
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a)                                 b) 
 
c)  
 
図 5 水の超音波分解により生成された DMPO-OH に対する(+)-catechin（1 
mg/mL）存在下での光照射の影響 
a) ESR スペクトル 
b) DMPO-OH の減衰曲線 
c) 光照射時間と ln(DMPO-OH)の関係 
各値は平均値および標準偏差を表す（n = 3） 
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図 6 代表的な ESR スペクトル 
a) (+)-catechin（1 mg/mL）500 µl に 10 mM DMPO 加えて 150 秒間光照射  
b) 水の超音波分解サンプル 250 µL + (+)-catechin（2 mg/mL）250 µL（光照射前） 
c) 水の超音波分解サンプル 250 µL + 純水 250 µL→150 秒間光照射 
d) 水の超音波分解サンプル 250 µL + (+)-catechin（2 mg/mL）250 µL→150 秒間遮
光条件下 
 
a)により 10 mM DMPO では DMPO の濃度が低いため，本研究で生じる量の･OH
ではシグナルが確認できないことが示された。b)により水の超音波分解で生じた
DMPO-OH は，(+)-catechin を加えただけでは変化しないことが示された。c)によ
り水の超音波分解で生じた DMPO-OH は，150 秒間の光照射のみでは変化しない
ことが示された。d)により水の超音波分解で生じた DMPO-OH に(+)-catechin を
加えて 150 秒間遮光条件下に置いても変化しないことが示された。 
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図 7 Staphylococcus aureus に対する光照射(+)-catechin（1 mg/mL）の殺菌作用 
各値は平均値および標準偏差を表す（n = 3） 
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図 8 光照射(+)-catechin の殺菌作用に対するチオ尿素（･OH 消去剤）の影響 
各値は平均値および標準偏差を表す（n = 3） 
対数変換後 Tukey-Kramer の多重比較検定法で解析 
異なるアルファベット間で有意差あり（p<0.05） 
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図 9 Staphylococcus aureus に対する H2O2の殺菌作用（20 分間暴露） 
各値は平均値および標準偏差を表す（n = 3） 
対数変換後 Tukey-Kramer の多重比較検定法で解析 
いずれの群間でも有意差なし（p>0.05） 
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図 10 光照射(+)-catechin の代表的 LC クロマトグラムと m/z 値，[M+H]+の分子
式，HR-MS の分析結果 
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図 11 peak 3 の 1H NMR スペクトル（400 MHz，CD3OD） 
 
 
図 12 peak 3 の 1H NMR スペクトル（400 MHz，DMSO-d6） 
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図 13 peak 3 の 13C NMR スペクトル（400 MHz，CD3OD） 
 
 
図 14 peak 3 の 13C NMR スペクトル（400 MHz，DMSO-d6） 
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図 15 peak 3 の gHMQC NMR スペクトル（400 MHz，CD3OD） 
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図 16 peak 1 と 3 における 1H–1H COSY（太線）および selected HMBC（矢印）
の相関関係 
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図 17 peak 3 の gCOSY NMR スペクトル（400 MHz，CD3OD） 
 
 
図 18 peak 3 の gCOSY NMR スペクトル（400 MHz，DMSO-d6） 
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図 19 peak 3 の gHMBC NMR スペクトル（400 MHz，CD3OD） 
 
 
図 20 peak 3 の gHMBC NMR スペクトル（400 MHz，DMSO-d6） 
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図 21 peak 1 の 1H NMR スペクトル（400 MHz，CD3OD） 
 
 
図 22 peak 1 の 1H NMR スペクトル（400 MHz，DMSO-d6） 
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図 23 peak 1 の 13C NMR スペクトル（400 MHz，CD3OD） 
 
 
図 24 peak 1 の 13C NMR スペクトル（400 MHz，DMSO-d6） 
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図 25 peak 1 の gHMQC NMR スペクトル（400 MHz，CD3OD） 
 
 
図 26 peak 1 の gCOSY NMR スペクトル（400 MHz，CD3OD） 
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図 27 peak 1 の gCOSY NMR スペクトル（400 MHz，DMSO-d6） 
 
 
図 28 peak 1 の gHMBC NMR スペクトル（400 MHz，CD3OD） 
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図 29 peak 1 の gHMBC NMR スペクトル（400 MHz，DMSO-d6） 
 
 
図 30 peak 1 と 3 の互変異性に関する HPLC 解析 
peak 1 と 3 はクロマトグラフィーにて分離した後，4°C で 7 日間保存した。 
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図 31 光照射(+)-catechin の推定分子内環化反応および ROS 生成経路 
 
 
 
図 32 peak 1 から peak 3 への互変異性 
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図 33 peak 3 から peak 1 への互変異性 
 
 
図 34 peak 1 の gHMQC NMR スペクトル（400 MHz，DMSO-d6） 
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図 35 ポリフェノールと PPO の反応による茶褐色ポリマー形成 
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